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RESUMO

A geracdo de residuos no sistema de producgdo agricola é responsavel por
causar grandes impactos ao meio ambiente, podendo alterar todo o ecossistema
quando néo tratados corretamente. Fator que determina a manipulagéo destes, uma
questdo de preocupacdo mundial. Por outro lado, a problematica da utilizacdo de
enzimas solluveis devido a sua instabilidade, principalmente quando se trata de
reutilizacdo, faz com que a busca por suportes alternativos para imobilizacdo
enzimatica motive diversos estudos na area de biotecnologia/enzimologia. Devido a
importancia desses fatores, este trabalho estudou a utilizacéo de residuos de colheita
de milho (palha e caule), tratados termicamente para o preparo de suporte de lipases,
visando analisar a afinidade enzimatica pelo material organico. Para isso, foram
coletados as palhas e os caules da planta, residuos provenientes da colheita, na
cidade de Guaira — PR. As mesmas foram preparadas e submetidas a diferentes
conjuntos de tratamentos térmicos. Posteriormente, foram realizados testes de
imobilizacdo em meio liquido com diferentes lipases. Dentre as enzimas estudadas, a
lipase de Pseudomonas fluorescens foi a que apresentou resultados mais promissores
tendo afinidade pela maioria dos suportes a base de palha e caule de milho propostos,
apresentando um rendimento de imobilizagdo de aproximadamente 73,75 % pelo
suporte a base de palha. Além disso, a partir da mesma enzima imobilizada obteve-
se um rendimento de esterificacdo do &cido oleico de 80,51 %, mantendo sua
atividade mesmo apos 3 ciclos reacionais. Para realizar a caracterizagdo dos suportes
sintetizados, foram realizadas andlises de espectroscopia de absorcéo na regido do
infravermelho com transformada de Fourier no modo de reflexdo total atenuada (ATR),
no qual permitiu identificar os grupos funcionais presentes no material.

Palavras-chave: Suportes organicos; Imobilizacdo enzimatica; Biotecnologia.



ABSTRACT

The generation of waste in the agricultural production system is responsible
for causing major impacts to the environment, and can change the entire ecosystem
when not treated correctly. Factor that determines the manipulation of these, a matter
of global concern. On the other hand, the problematic use of soluble enzymes due to
their instability, especially when it comes to reuse, makes the search for alternative
supports for enzymatic immobilization motivate several studies in the area of
biotechnology/enzymology. Due to the importance of these factors, this work studied
the use of heat treated corn residues for the preparation of lipase support, aiming to
analyze the enzymatic affinity for the organic material. For this, the stover and stalks
of the plant were collected, residues from the harvest, in the city of Guaira - PR. They
were prepared and submitted to different sets of heat treatments. Subsequently,
immobilization tests were performed in liquid medium with different lipases. Among the
enzymes studied, the lipase from Pseudomonas fluorescens was the one that showed
the most promising results, having affinity for most of the proposed corn straw and
stem supports, presenting an immobilization yield of approximately 52.4 % by the straw
based support. Furthermore, from the same immobilized enzyme, an esterification
yield of oleic acid of 80.51% was obtained, maintaining its activity even after 3 reaction
cycles. In order to characterize the synthesized supports, absorption spectroscopy
analyzes were carried out in the infrared region with Fourier transform in attenuated
total reflection (ATR) mode, which allowed the identification of the functional groups
present in the material.

Keywords: Organic supports; Enzymatic immobilization; Biotechnology.
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1 INTRODUCAO

As lipases séo biocatalisadores que tém atraido a atencao das industrias ao
longo dos anos devido as suas propriedades Unicas, como: estabilidade, seletividade
e especificidade ao substrato (SARMAH et al.,, 2017). Com uma vasta gama de
aplicacoes, sdo enzimas consideradas muito versateis e amplamente utilizadas na
industria, sendo que em 2017 o mercado mundial de enzimas era responsavel por
US$ 7,1 bilhdes, com estimativa de alcancar US$ 10,5 bilhdes em 2024 (DENTI,
2021).

Ressalta-se que, a utilizacdo de enzimas livres ou sollveis a nivel industrial &
problematica. Devido a dificuldade de recuperacéo e reutilizacdo, bem como a baixa
estabilidade operacional atrelada ao alto custo de aquisicdo torna a utilizacdo da
mesma economicamente inviavel (FILHO; SILVA e GUIDINI, 2019).

Alternativamente, surge a imobilizacdo enzimatica, uma técnica que possibilita
a retencdo de biomoléculas em um suporte sélido, com capacidade de reduzir as
limitagcdes da aplicagdo de enzimas livres, ajudando na preservagéo da seletividade,
atividade e estabilidade, além da possibilidade de separacdo, recuperacao,
reutilizacdo e aplicacdo em processos continuos (CHANDRA et al., 2020).

Frequentemente, materiais sintéticos e nao biodegradaveis séo utilizados
como suportes para a imobilizagéo de enzimas, trazendo consigo consequéncias para
0 meio ambiente apds sua utilizacdo. Entretanto, os materiais lignocelulésicos
apresentam grande potencial como suporte para imobilizacdo de enzimas, devido a
disponibilidade abundante como subprodutos agroindustriais e baixo valor econémico
(COSTA et al., 2014).

A cadeia produtiva agropecudria brasileira é significativamente expressiva e
atrelado a uma grande produc¢éo agricola, estda uma grande geracdo de residuos em
potencial. Esses, por sua vez, sao principalmente constituidos de lignina e celulose.
Além de outros compostos como a hemicelulose, lipideos, proteinas, agucares, amido,
hidrocarbonetos, e varios outros compostos contendo uma diversidade de grupos
funcionais (SUD, MAHAJAN e KAUR, 2008).

A partir do grande interesse industrial na area de tecnologia enziméatica para
a implementagéo dos principios da quimica verde, o objetivo do presente estudo

consiste em avaliar o uso de residuos de milho tratados termicamente como material
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alternativo ao suporte de lipases, bem como os fatores que envolvem a interacao entre

o material lignoceluldsico e a proteina de interesse.

1.1 JUSTIFICATIVA

A justificativa da presente proposta se fundamenta em uma problematica
ambiental, acerca da expressiva geracéo de residuos agricolas.

Paraisso o estudo delineou-se no aproveitamento da palha e do caule residual
de culturas de milho (residuos lignocelulésicos), como uma forma de reduzir os danos
causados ao meio ambiente, se tornando uma matéria-prima na producao de novos
materiais de alto desempenho e alto valor agregado e uma aplicacao
comercial/industrial promissora.

Além disso, o interesse em tecnologias sustentaveis tem tornado os suportes
enzimaticos a base de carbono promissores devido a natureza neutra e biodegradavel
e a estabilidade térmica e quimica. A funcionalizacdo relativamente facil dessas
estruturas as torna muito adequadas para ligagao da enzima ao suporte (NEMATIAN

et al., 2020), essencial para aplicacdes biotecnoldgicas.

1.2 OBJETIVO

Avaliar a aplicacdo de residuos de milho (palha e caule), tratados
termicamente, como suporte na imobilizacdo de lipases bem como a afinidade da

interacdo entre 0s mesmos.

1.2.1 Objetivos especificos

- Estudar o comportamento do material quando submetido a diferentes
tratamentos térmicos (300 e 400 °C, 400 e 500 °C, e 500 e 600 °C;

- Estudar o comportamento do material quando submetido a um tratamento
guimico com hidréxido de potassio em solucao;

- Avaliar a afinidade do complexo enzima — suporte;

- Realizar testes catalise enzimatica utilizando o material proposto como suporte.

- Caracterizar os suportes obtidos antes e apos as imobilizagdes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENZIMAS

Enzimas sdo catalisadores biolégicos que podem ser definidas como
proteinas responsaveis pelo controle metabdlico celular. Assim, como os demais
catalisadores, sdo especializadas na aceleracdo de reagBes quimicas e atuam
aumentando a taxa das reacdes sem alterar o seu equilibrio e sem serem consumidas
(PINTO, F. T. R., 2018 e REIS, 2020).

A catalise enziméatica pode ser explicada pela afinidade do substrato com o
sitio ativo da enzima, que se ligam formando um complexo denominado “enzima-
substrato”. A reacdo entédo ocorre, o substrato &€ convertido em produto e liberado do

complexo (SOUZA et al., 2017). Conforme apresentado na Figura 1.

FIGURA 1 - ESQUEMA GERAL DA REACAO DE CATALISE ENZIMATICA.

SUBSTRATO
f__\

s — . — NS

COMPLEXD
ENZIMA-SUBSTRATO

ENZIMA

ENZIMA

FONTE: O autor (2022).

As enzimas sao catalisadores versateis, existindo, em geral, um processo
enzimatico equivalente para cada tipo de reacéo organica (MESQUITA et al., 2018),
Classificadas de acordo com a reagao que elas catalisam, conforme a Tabela 1.

Cada enzima possui um cédigo identificador tnico do tipo EC. 1.2.3.4, em que
“‘EC” faz referéncia a Comissdo de Enzimas (Enzyme Commission) do Comité de
Nomenclatura da Uni&o Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular (NCIUBMB).
O primeiro digito corresponde as diferentes classes, como observado na tabela

anterior, por exemplo, as hidrolases possuem o digito identificador EC 3. J& os
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nameros seguintes identificam o substrato envolvido e o numero de catalogo
respectivamente (REIS, 2020).

TABELA 1 - CLASSIFICAGAO DAS ENZIMAS NO SISTEMA EC.

Primeiro digito EC Classe das enzimas Tipo de reacéo catalisada
1 Oxirredutases Oxidacao-reducao
Transferéncia de atomo/grupo funcional entre
2 Transferases z
duas moléculas
3 Hidrolases Hidrélise
4 Liases Remocéo de grupos funcionais
5 Isomerases Isomerizacéo
: Unido de duas moléculas, juntamente com a
6 Ligases ~ s
degradacédo de uma ligacéo fosfatada
Movimentacao ou separacgdo de ions ou
7 Translocases

moléculas

FONTE: Adaptado de PINTO, F. T. R, (2018) e REIS (2020).

O alvo de estudo neste trabalho foram as lipases (hidrolases), que sédo uma
ampla classe enzimatica, responsaveis por catalisar a hidrolise de ligacdes éster-
carboxilicas (SANTOS; SALGADO; VANETTI, 2021).

2.2 LIPASES

As lipases, por definigcao, triacilglicerol acil hidrolase (EC 3.1.1.3), sdo enzimas
hidroliticas capazes de realizar a catélise total ou hidrélise parcial de gorduras e 6leos,
tendo como produtos os &cidos graxos, diacilgliceréis, monoacilgliceréis e glicerol
(BALDO et al., 2020). Além disso, em determinadas condi¢des especificas, podem
catalisar reacdes de esterificacdo, transesterificacdo (acidolise, interesterificacao,
alcoolise), amindlise e epoxidacdo (QUAYSON et al. 2020).

Historicamente, as lipases eram obtidas principalmente de glandulas de
animais (SILVA, 2014). Porém, diversos estudos trazem origens alternativas para
enzimas como as plantas, fungos e bactérias (FILHO, SILVA e GUIDINI, 2019). Sendo
gue as provenientes de fontes microbianas, tem-se destacado pela versatilidade e
facilidade de producdo em larga escala, em especial, as de origem de bactérias do
género Pseudomonas, devido ao seu baixo custo e grande disponibilidade comercial
(REIS, 2020).
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2.2.1 Mecanismo de funcionamento das lipases

A estrutura tridimensional da enzima, mais precisamente o seu sitio ativo,
apresenta um padréo conformacional comum definido como a/B, caracterizado pela
triade catalitica composta de serina (ser), histidina (his) e acido glutamico/aspartico
(Asp/Glu). Essa conformacao é responséavel pelo mecanismo de ativacao interfacial
da enzima, que pode diferir do modelo classico de Michaelis-Menten (PINTO, G. C.,
2018).

A ativacdo da interface das lipases ocorre em virtude da interacdo do meio
reacional com o oligo-peptideo anfifilico presente na estrutura dessas proteinas
denominado lid, uma estrutura a-hélice também conhecida como tampa. Quando em
meios aquosos, com auséncia de solventes, os sitios ativos apresentam uma
conformacao fechada, nessas condi¢cdes a a-hélice cobre o sitio ativo e impede o
acesso ao substrato (SILVA, 2014).

Ja a conformacédo aberta da enzima ocorre em contato com uma interface
0leo-4gua, devido ao seu carater estrutural, a tampa se desloca expondo o sitio ativo
enzimatico alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta, deixando o sitio
ativo acessivel ao substrato, expondo a superficie de carater hidrofébico, permitindo
assim a interacdo enzima-substrato (REIS, 2020). Conforme representado na Figura
2.

FIGURA 2 - MECANISMO DE ATIVACAO INTERFACIAL DE LIPASES.
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- /:yunfonnan;ao M Reg
aberta
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fechada

FONTE: REIS (2020).
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Diante disso, as lipases atuam preferencialmente em meios reacionais que
proporcionam interfaces agua-oleo, ou agua-solvente organico, pois na presenca de
substratos emulsionados, hd um aumento da atividade lipolitica (BRITO, 2020).

De acordo com Jaeger, Dijkstra e Reetz (1999), o mecanismo de hidrélise
pode ser dividido em quatro principais etapas, sendo elas:

a) Ligacdo de hidrogénio com uma histidina adjacente, ativando o
grupamento hidroxila da serina. Ocorre entdo o ataque nucleofilico ao carbono
carboxilico da ligagéo éster da cadeia do substrato, formando um intermediario
tetraédrico;

b) Liberacdo de uma molécula de alcool, pela interacdo da histidina,
formando um complexo acil-enzima;

c) O componente &cido presente no complexo é entdo esterificado com o
residuo de serina, que desencadeia um segundo ataque nucleofilico ao
substrato;

d) O residuo de histidina doa um préton ao &tomo de oxigénio do residuo
de serina ativo, a ligacdo éster entre a serina e 0 componente acil € quebrada

e 0 acido graxo liberado, regenerando a enzima

2.3 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Diante aos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas possuem
muitas vantagens que tornam a sua aplicacdo em grande escala algo de grande
interesse industrial. Porém, a sua utilizacdo de forma sollvel, ou livre, envolve uma
série de problemas como: o alto custo na producao, dificuldade de separacdo do meio
reacional, além de apresentar uma instabilidade estrutural, que diminui sua
capacidade catalitica devido as condicfes do processo, podendo ocorrer a inibicao do
substrato e consequentemente do produto (SOUZA et al. 2017).

Diante o exposto, 0 uso de enzimas de forma livre se torna inviavel a escala
industrial, sendo necessario meétodos diferentes para sua aplicacdo. Surge entao
como alternativa, e utilizagdo de enzimas imobilizadas (FILHO, SILVA e GUIDINI,
2019).

A imobilizacdo € um termo genérico utilizado para representar a interacéo de

um alvo de origem bioldgica (enzima, anticorpos ou outras biomoléculas) na superficie
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de uma matriz insoltvel (suporte). Técnica aplicada em diversas areas industriais e
de grande interesse biotecnologico (FURLANI et al., 2020; MESQUITA et al., 2018).

Dessa maneira, a vida Util do catalisador é prolongada, possibilitando o uso
mais eficiente por meio de reutilizacdo, reativacdo apos exaustdo parcial da sua
atividade, facilidade de separacédo do produto final, estabilidade a faixas de pH e
temperatura em processos biocataliticos, remocéo de enzima caso 0 processo seja
por etapas, tornando o processo mais vantajoso em escala industrial (MESQUITA et
al., 2018; PINTO, G. C., 2018).

Uma etapa muito importante para que a imobilizacéo seja eficiente é a escolha
do método a ser utilizado. Esse que desempenha o papel mais importante na
determinacao da atividade enzimatica, bem como das caracteristicas particulares de
cada reacao (PINTO, F. T. R., 2018).

2.3.1 Métodos de imobilizacao

As enzimas livres podem ser imobilizadas de véarios modos, que podem ser
divididos em dois grandes grupos: os métodos fisicos e os métodos quimicos
(TANIGUCHI, 2017). Conforme representado na Figura 3.

FIGURA 3 - METODOS DE IMOBILIZAGCAO DE BIOMOLECULAS.

Metodos de Imobilizagao

Métodos Fisicos

Métodos Quimicos

Adsorgao Aprisionamento Ligagao Cruzada Ligagao Covalente
# L2 3 3 v >@e
& ¥ aae

FONTE: O autor (2022).

De maneira geral, os métodos fisicos apresentam como caracteristicas
interacdes mais fracas, como liga¢des de hidrogénio, por afinidade, for¢as de Van der
Waals, interacdes hidrofébicas e ligacao idnica entre a enzima e o0 suporte. Ja nos

métodos quimicos, estdo envolvidas principalmente a formacdo de ligacdes
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covalentes, caracterizadas como ligacdes fortes, obtidas a partir das interacdes de
éter, tio-éter, amida ou carbamato entre a enzima e o suporte escolhido, ou ainda por
meio de ligacdes cruzadas, onde as proteinas sdo imobilizadas diretamente a um
agente reticulante (PINTO, F. T. R., 2018; FURLANI et al., 2020).

2.3.2 Suportes para imobilizacdo enzimatica

Tao importante quanto a escolha do método de imobilizacéo, € a escolha do
tipo de suporte a ser utilizado. Isso porque a interacdo enzima-suporte fornece
propriedades quimicas, bioquimicas, mecénicas e cinéticas especificas, por conta
disso, caracteristicas do suporte sdo de importancia primordial no desempenho do
sistema. Vale ressaltar que cada caso precisa ser analisado de maneira distinta, ndo
existindo um suporte universal (PEREIRA, 2019).

Para isso, o material utilizado como suporte deve ser capaz de exercer
mudancgas conformacionais na estrutura do biocatalisador, sendo capaz de formar
ligacOes estaveis entre a sua matriz e a enzima. Bem como os grupos funcionais de
ambos o0s materiais precisam ter afinidade, para induzir a enzima expor os locais
ativos e facilitar a interagdo com o substrato no meio reacional (REIS, 2020).

Portanto, o suporte ideal a ser utilizado deve reunir as seguintes

caracteristicas, representadas na Figura 4

FIGURA 4 — CARACTERISTICAS DESEJAVEIS PARA OS SUPORTES.

Estabilidade
térmica e
quimica

InsoltGvel em
Reusabilidade condigdes
reacionais
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Grupos
Disponibilidade funcionais
reativos

FONTE: Adaptado de ZDARTA et al. (2018).
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Além disso, os grupos quimicos envolvidos na imobilizacdo devem ser
estaveis o suficiente para permitir que a enzima permaneca imobilizada no suporte
por longos periodos de reacao (PEREIRA, 2019).

Os suportes podem ser de composi¢cédo organica ou inorganica. Apesar dos
suportes sintéticos (inorganicos) apresentarem a possibilidade de combinacdes
estruturais variadas e serem mais adequados para 0 uso industrial, os suportes
naturais (organicos) apresentam vantagens como: baixo custo, facil degradacao, além
de propor uma solugdo alternativa aos danos causados ao meio ambiente
(MESQUITA, 2018).

Diante disso, materiais de origem organica como os residuos agroindustriais,
apresentam grande potencial devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e
composig¢des ricas em lignina, hemicelulose e celulose. Além de que esses compostos
conseguem unir vantagens quanto a efetividade em imobilizar enzimas, quanto ao
meio ambiente - sendo biodegradaveis - e quanto a questao financeira, (TANIGUCHI,
2017).

Essa preferéncia por suportes de origem organica ocorre porgue na grande
maioria das vezes, muitos materiais utilizados para imobilizacdo sdo de origem
sintética e ndo biodegradaveis, gerando consequéncias para 0 meio ambiente apés
sua utilizacdo (COSTA et al., 2015).

O presente trabalho teve como objetivo estudar a utilizacdo de residuos de
milho como um suporte orgéanico alternativo, devido a alta produtividade regional

desse cultivar.

2.4 O MILHO

O milho, segundo a classificagdo botanica, pertence a ordem Gramineae,
familia Poaceae, tribu Maydeae, género Zea e espécie Zea mays L. Tratando-se de
uma graminea anual, aldgama, monoica e com folhas paralelinérveas, com altura que
varia de acordo com a variedade do cultivar (PEREIRA, 2019).

Dentre as espécies originarias das Américas, é certamente a de maior
importancia econdmica e social em nivel mundial (SILVA, 2014).

Por ser uma graminea, o milho apresenta caule do tipo colmo cespitoso ereto,

cilindrico e geralmente ndo ramificado, apresenta nos e entrenos que se denominam
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de meritalos. O aspecto do colmo é esponjoso, que, além de ter a funcdo de suportar
as folhas e partes florais, € também um 6rgédo de reserva de sacarose (FONTANELI,
SANTOS; FONTANELI, 2009). A estrutura do caule pode ser observada na Figura 5.

J& as folhas sé&o estreitas, com o seu comprimento muito superior a largura,
dispostas alternadamente entre os nos, constituidas de uma bainha invaginante, que
a envolve no caule, pilosa caracteristica de cor verde clara e limbo-verde escuro,
estreito e de forma lanceolada, possuindo bordos serrilhados com uma nervura central
vigorosa (BARROS; CALADO, 2014).

FIGURA 5 - PARTES DE UMA GRAMINEA GENERICA.
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FONTE: FONTANELI, SANTOS e FONTANELI, 2009.

O consumo do milho em épocas festivas e culturais no preparo de derivados,
como complemente e consumo humano, o torna um alimento importante para o
comércio nacional, além de ser uma alternativa de grande valor econdmico para
médios e grandes agricultores, que inserem o produto no mercado (MOTA et al.,
2020).
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2.4.1 Mercado nacional de gréos

A histéria do cultivo de milho no Brasil € antiga, o cereal ja era conhecido pelos
indios brasileiros antes da chegada dos portugueses. Porém, a cultura comegou a
ganhar relevancia e evoluir com o passar dos anos (MIRANDA et al., 2021)
Atualmente, a cadeia produtiva do milho é uma das mais importantes para o
agronegocio brasileiro, representando uma parcela consideravel na producéo
nacional de gréos (PEREIRA, 2019).

Segundo o Departamento de Economia Rural (DERAL), o Brasil é o terceiro
maior produtor de milho, durante a safra 2019/20, considerada histérica, a producao
brasileira superou 100 milhdes de toneladas e a do Parana ficou em torno de 15
milhdes de toneladas. As estimativas apontam que a produgéo nacional para a safra
2021/2022 deve permanecer acima de 100 milhdes de toneladas e o Estado do
Parana produzira de 16 a 20 milhdes de toneladas desse total.

Isso ocorre porque Parand € um importante produtor de proteina animal, fator
determinante para uma producdo de milho relevante e necesséaria para suprir a
demanda dessas cadeias. No ano de 2020, o Estado foi o 2° maior produtor de graos,
0 2° em faturamento bruto agropecuario e o 3° maior exportador do agronegocio
(DERAL, 2022).

2.4.2 A problematica ambiental da superproducéo agricola

De maneira geral, a agricultura nacional apresenta diversos fatores
determinantes para uma produtividade agricola exponencial, que por sua vez produz
uma grande quantidade de massa vegetal com potencial de biomassa que resultam
em uma quantia significativa de residuos pouco explorados e com reduzido
aproveitamento diante da magnitude destas fontes (MONTEIRO; CRUZ; CASTRO,
2019).

Apoés a colheita do milho, os principais subprodutos deixados no campo sao
os caules, folhas e palhas, que na maioria dos casos ndo possui uma utilizagdo bem
definida, tornando-se um residuo em potencial (ORELLANA et al., 2020). Estima-se
gue para cada tonelada de milho processado sao gerados, aproximadamente 700 kg
somente de palha (SANTOS-ROCHA; ALMEIDA; CRUZ, 2017).
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Os residuos agricolas sdo geralmente constituidos por lignina e celulose como
principais componentes. Além destes, encontra-se ainda hemicelulose, extrativos,
lipideos, proteinas, agucares simples, amido, agua, hidrocarbonetos, cinzas e varios
outros compostos contendo uma diversidade de grupos funcionais (SUD; MAHAJAN,;
KAUR, 2008).

Considerando os componentes bioativos presentes nesses materiais, 0s
mesmos podem ser aproveitados e aplicados em diferentes areas industriais, se
tornando uma matéria prima de baixo custo e de alta disponibilidade, reduzindo os
impactos ambientais causados (BARBOSA et al, 2022). Dessa forma, o
aproveitamento da biomassa residual dessas culturas (residuos lignocelulésicos) para
a sintese de bioprodutos, pode ser uma forma de agregar valor a um material em
potencial, se tornando uma matéria-prima na producdo de novos materiais de alto

desempenho e uma aplicacdo comercial/industrial promissora.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Residuos da colheita de milho

Os residuos de milho foram coletados na cidade de Guaira — Parana
(24°11'05.0"S 54°12'33.1"W), no dia 20 de agosto de 2021, logo apods a colheita do
milho feita de forma mecanizada e armazenada em temperatura ambiente. A
variedade do milho utilizada foi o milho KWS 9606.

FIGURA 6 - LOCAL DE COLETA DO RESIDUO.

FONTE: Google Earth, 2019.

3.1.2 Enzimas

Foram utilizadas 9 lipases diferentes para o desenvolvimento do estudo,
sendo elas: Lipase de Pseudomonas fluorescens, Lipase de Candida rugosa, Lipase
de Candida cylindracea, Lipase de Rhizopus niveus, Lipase Pancreatica Suina Tipo
I, lipase PS de Burkholderia cepacia, Lipase de Thermomyces lanuginosus e Lipase
de Candida antarctica Tipo B (CALB). Importante salientar que todas as enzimas
utilizadas se encontravam na forma livre, ndo imobilizadas. Todas foram adquiridas

por doagéo.
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3.1.3 Reagentes

Para realizacéo dos procedimentos, foram utilizados: Hidroxido de Potéassio,
Tampéao fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,4), etanol anidro, etanol absoluto 99,5%,
hexano, sulfato de sédio, acetato de etila, hidroxido de sddio, iodo, agua destilada,
agua ultrapura, diclorometano, acetato de etila, cicloexano (Vetec®) e fenolftaleina
(Neon®).

3.1.4 Equipamentos

Foram utilizados também os seguintes equipamentos: Incubadora Shaker
Refrigerada - LT 600/2 (Limatec ®), Espectrofotdmetro de UV-Vis Helios Aquamate
2000E (Thermo ™), Espectrometro FT-NIR/MIR PerkinElmer (Frontier™), Centrifuga
de Bancada — NI 1812 (Nova Instruments ®), Balanga Analitica (Shimadzu™) -
AY220, Agitador Magnético (Centauro ®), Placas de Silica (Fluka analytical ™).

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 PREPARO DO MATERIAL

O preparo do material coletado para utilizagdo como suporte seguiu 0S

seguintes passos descritos na Figura 7.

FIGURA 7 — ESQUEMA DO PROCESSO DE PREPARO DO MATERIAL.

Separacéo Trituracao/

(Palha e Lavagem Secagem
Caule) Moagem

FONTE: O autor (2022).

A primeira etapa envolveu basicamente a separacdo das folhas secas
(palhas) do caule bem como a retirada de partes indesejadas da planta, como sabugos
e as raizes residuais da colheita, de acordo com a Figura 8. Apés a separacgao, foi
adotado a metodologia utilizada por JACOME (2017) para a lavagem e secagem do

material.
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A lavagem foi realizada em triplicata, utilizando uma relacdo de 1:10 m/V de
material para agua destilada, durante o processo, os residuos foram agitados
manualmente com um bast&o de vidro, com o objetivo de aumentar a eficiencia dessa
etapa. Por fim, retirou-se 0 excesso de dgua e a amostra foi entdo seca em estufa a
uma temperatura de 60°C durante 24 horas. Com o material seco, o mesmo foi

armazenado em dessecadores para que nao absorvessem a umidade do ambiente.

FIGURA 8 — MATERIAL APOS AS ETAPAS DE SEPARAGAO..

A) Palha e caule pés colheita. B) Palha pds separacéo C) Caule pés separacao
FONTE: O autor (2022).

Com o objetivo de tornar o material homogéneo e com uma maior superficie
de contato, tanto para o tratamento térmico quanto para a imobilizacdo enzimética, o
residuo foi moido com o auxilio de um moinho de facas, onde primeiramente acoplou-
se uma peneira grossa, com uma abertura de 2 mm, ao equipamento e
posteriormente, triturou-se em peneira média, com abertura de 1 mm, conforme a
Figura 9.
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FIGURA 9 — MATERIAL APOS AS ETAPAS DE MOAGEM E PENERIAMENTO.

A) Caule triturado (1 mm). B) Palha triturada (1 mm).
FONTE: O autor (2022).

3.2.2 TRATAMENTO TERMICO E QUIMICO

O tratamento térmico adotado seguiu uma metodologia adaptada de Sankar
et al., 2017, que resumidamente pode ser explicada em quatro etapas, sendo elas: a)
Queima a uma temperatura branda; b) Ativacdo do material em hidroxido de potassio;
¢) Queima em uma temperatura mais alta que a primeira e d) Lavagem do material.

Com o objetivo de estudar a influéncia de diferentes temperaturas sobre a
estrutura do material estudado, foram realizadas trés combinagdes de queimas, sendo
elas: 300 e 400 °C, 400 e 500 °C, 500 e 600 °C, sendo primeira e segunda queima
respectivamente. Também foi estuada a influéncia da ativacdo ou ndo em hidréxido
de potassio. O processo realizado pode ser melhor representado segundo 0 esquema

da Figura 10.
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FIGURA 10 — ESQUEMA GERAL DOS TRATAMENTOS TERMICOS.
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Os tratamentos térmicos foram realizados em mufla e submetidos a uma
rampa de 5 °C/min até alcancar a temperatura desejada, apds isso a amostra
permaneceu em temperatura constante por 2 horas. Esse procedimento foi realizado
para as duas amostras, tanto para a primeira queima quanto para a segunda, de
acordo com as temperaturas apresentadas no fluxograma.

A ativacao em hidréxido de potassio (KOH) foi realizada seguindo a proporcéo
4:1 m/m adotada pelo trabalho desenvolvido por Sankar et al., 2017. Porém, ao invés
de realizar a ativagéo através da maceracdo com almofariz e pistilo, foi adotada uma
metodologia de ativacdo em meio liquido.

A ativacdo em meio liquido consistiu em adicionar a mistura do material
tratado termicamente com o hidroxido de potassio em um meio contendo agua
ultrapura em uma proporc¢do de 1:100 m/V. A solucdo entdo foi submetida a 6 horas
de agitacdo a 200 rpm por 6 horas a 25 °C, posteriormente, filtrada com o auxilio de
uma bomba a vacuo, utilizando funil de Buchner e filtro de papel, secas em estufa por
24 horas a 80 °C e submetida a segunda queima juntamente com a amostra que nao
foi ativada, com o objetivo de avaliar a influéncia da ativagéo sobre o material.

Apoés a segunda queima, as amostras foram lavadas com agua ultrapura em
uma proporcao de 1:100 m/v, sob agiracdo constante a 200 rpm a 25 °C °C por 6
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horas, novamente filtradas e secas em estufa por 24 horas a 80 °C. A figura
apresentada a seguir busca apresentar um compilado de todas as etapas aplicadas
ao primeiro conjunto de tratamento térmico (300 — 400 °C). Na Figura 11, sdo
apresentadas 0s passos para a preparacao do suporte.

FIGURA 11 — METODOLOGIA PARA A PREPARAGCAO DO SUPORTE.
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FONTE: O autor (2022).

3.2.3 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A técnica utilizada para a imobilizacdo enzimatica foi baseada no estudo
realizado por Shao et al., (2015), que consistiu na imobilizacao de lipase pancreatica
suina em nanoparticulas de FesO4 a base de 6xido de grafeno.

Inicialmente, para assegurar que a enzima atua-se em um ambiente favoravel,
foi preparada uma solugédo tampéo fosfato de sodio 0,05 M com pH 7,4 a partir da
reacao entre fosfato de sédio monobésico 0,05 M e fosfato de sodio dibasico 0,05 M.
O preparo envolveu basicamente a mistura das duas solugbes até obtencdo do pH
descrito. Com o tampdao preparado, pode-se dar inicio ao processo de imobiliza¢ao.

Para isso, foram separados tubos criogénicos de 5 mL suficientes para a

imobilizagcdo de todas as enzimas a serem estudadas. Para a realizacdo desse
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procedimento, foi escolhido o suporte de palha tratada a 300 - 400 °C ativado com
KOH (T1), devido a maior disponibilidade em termos de quantidade de massa.
Seguindo a metodologia de Shao et al., (2015), em que foi utilizado a relagc&o
enzima-suporte para a imobilizagdo de 1:1 m/m. Foram preparados os tubos
criogénicos para as reacfes contendo as quantidades de enzima, suporte e tampao

descritas na Tabela 2.

TABELA 2 — MASSAS DE ENZIMAS, SUPORTE E VOLUME DE TAMPAO UTILIZADOS NA REAGAO
DE IMOBILIZACAO.

Massa de suporte

Enzima Massa de (Palha 300-400°Cc ~ /olume de tampdo
enzima . fosfato
ativada)
Lipase de Pseudomonas 20 mg 20 mg 5mL
fluorescens
Lipase de Candida rugosa 20 mg 20 mg 5mL
Llp.ase de Candida 20 mg 20 mg 5 mL
cylindracea
Lipase de Rhizopus niveus 20 mg 20 mg 5mL
Ll_pase Pancreatica Suina 20 mg 20 mg 5 mL
Tipo Il
Llpase_ PS de Burkholderia 20 mg 20 mg 5mL
cepacia
Llpasg de Thermomyces 20 mg 20 mg 5mL
lanuginosus
Lipase de Candida 20 mg 20 mg 5 mL

antarctica Tipo B (CALB)

Fonte: O autor (2022).

O preparo dos tubos reacionais consistiu primeiramente na diluicdo das
enzimas na solucdo tampao e posteriormente a adicdo do suporte. Apos isso os tubos
foram mantidos sob agitacao constante de 150 rpm, a 35 °C por 12 horas.

Além disso, foi escolhida a enzima Lipase de Pseudomonas fluorescens para
ser imobilizada em todos os suportes sintetizados, tanto as palhas quanto os caules
tratados ou néo, por conta da enzima ter apresentado superiores as demais enzimas
estudadas. Para isso, utilizou-se as mesmas propor¢gdes enzima/suporte

apresentadas anteriormente.

3.2.3.1 Recuperacao da enzima suportada

Apés as 12 horas de reacdo (imobilizacdo), a solu¢cdo contendo a enzima

imobilizada foi centrifugada por 5 minutos em rota¢do de cerca de 5000 rpm, com 0
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objetivo de separar a parte solida (enzima + suporte) do sobrenadante liquido (solucéo
tampdao). O sobrenadante foi reservado para posteriormente quantificar a quantidade
de enzima que se ligou ao suporte a partir da relacdo com a quantidade de enzima
gue restou no sobrenadante.

A parte sdlida precipitada foi entdo suspendida com a adicdo de 5 mL de
etanol absoluto e filtrada em um funil de filtracdo simples com papel filtro para a
purificagéo do suporte-enzima, que posteriormente foi submetido a uma reagéo teste

de esterificacéo.

3.2.3.2 Estimativa de proteinas pela quantificacdo do sobrenadante

Para quantificar a quantidade de enzima que foi imobilizada no suporte,
elaborou-se uma adaptacdo ao método de Folin Lowry, um dos métodos mais
importantes de analise de proteinas para determinar a quantidade total de proteina
presente em uma determinada amostra. O método consiste na constru¢do de uma
curva analitica de diferentes concentracbes conhecidas para posteriormente
guantificar uma amostra desconhecida de proteinas (LOWRY et al., 1951).

Para isso, partiu-se de uma solucdo com concentracado conhecida da lipase
oriunda de Pseudomonas fluorescens, de 4 mg/mL e aplicou-se diluicbes obtendo
entdo as concentracdes de 3 mg/mL, 2 mg/mL, 1,2 mg/mL, 0,8 mg/mL e 0,4 mg/mL.
Todas as solucdes estdo em mg de enzima para mL de tampéao fosfato 0,05 M e pH
7,4.

O procedimento inicia com o preparo de duas solugbes principais para a
formulacédo da Solucéo Lowry, utilizada para os procedimentos da técnica, sendo elas:

- Solucao A: 2% de carbonato de sédio em NaOH 0.1 M;

- Solucao B: 0,5% de sulfato de cobre em solucao de tartarato de sodio potassio 1%;

- Solucéo Lowry: 50 mL da Solugéo A + 1 mL da Solucéo B (Preparar imediatamente
antes de usar).

O preparo dos meios reacionais pode ser simplificado pelo esquema presente

na Figura 12.
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FIGURA 12 — Esquema reacional do método de Folin Lowry.

; Solugao A: :
i 2% de carbonato de s6dio em NaOH
: 0.1M; :
! Solugao B: !
0,5% de sulfato de cobre em solugdo W Clocalteu
i de tartarato de sodio potéssio 1%; 3 Concentragdes:
””””””””””””””””””””””””” 4,3,2,1,2,0,8 e 0,4 mg/mL.
(Pseudomonas fluorescens)

i’ ”””””””” R ::f_fff’”"”"”""”"”’j
Solugdo Enziméatica [N

Fonte: O autor (2022)
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Adicionou-se entdo 0,2 mL de cada diluicdo em 6 tubos reacionais,
respectivamente e 1 tubo reacional contendo apenas 0,2 mL de tampéo fosfato para
servir de branco reacional. Posteriormente, foi adicionado 4,5 mL da Solucdo de Lowry
em cada tubo reacional e incubado por 10 minutos, apés o periodo, adicionou-se 0,5
mL do Reagente de Folin-Ciocalteu e novamente incubado por 30 minutos. Terminado
os periodos de incubacédo, a absorbancia das amostras foi avaliada com o auxilio de
um espectrofotdbmetro a 660 nm e anotadas para construcdo da curva analitica.

Com a curva analitica construida, repetiu-se o procedimento para todos os
sobrenadantes obtidos na imobilizacdo e a determinagcdo de enzimas livres foi feita
através da equacdao da reta, relacionando a concentracdo conhecida da enzima com

a de interesse obtida na imobilizac&o.

3.2.4 Sintese do oleato de etila via esterificacdo catalisada por lipases

Para testar a eficiéncia do residuo de milho como suporte para imobilizacao
enzimatica, foi realizada uma reacao de esterificacdo do acido oleico para obtencdo
do oleato de etila. A reacdo de esterificacdo € uma reacao realizada pelas lipases e
baseia-se em uma reacdo de substituicdo nucleofilica do grupamento acila de um
acido carboxilico com um alcool, formando éster e agua (MCMURRY, 2016). A reacéo

de esterificacédo do acido oleico pode ser observada na Figura 13.

FIGURA 13 — REACAO DE ESTERIFICACAO DO ACIDO OLEICO.

o o

Enzima
MUH + o %W)/A/\/\/\J\D/\ + H/O\H

FONTE: O autor (2022).
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Para isso, adicionou-se um tubo criogénico de 5 mL 20 mg da enzima ligada
ao suporte, 200 mg de &cido oleico, 500 yL de etanol anidro e 20 mg de peneira
molecular para remoc¢éo da agua da reacao.

Essa relacao € util porque cada reacédo de imobilizacdo se comporta de uma
maneira diferente, principalmente quando se trata de um estudo de afinidade de
diferentes enzimas por um suporte. Dessa maneira, cabe salientar que cada reacao
de esterificagéo foi balanceada conforme a massa obtida do complexo suporte-enzima
apos o procedimento de imobilizagdo seguindo a proporcédo global apresentada.

Apos o preparo das reacdes, 0s tubos criogénicos foram incubados em um
agitador orbital, por 24 horas, a 150 rpm a 32 °C. Apés o periodo reacional, os tubos
foram retirados e o produto filtrado utilizando um funil de filtracdo simples e papel filtro
comum (qualitativo) em um béquer contendo 200mg de sulfato de sédio, o produto da
filtracdo foi novamente filtrado em um béquer limpo para quantificacdo do composto.

Ambas as filtragbes ocorreram com a adicdo de 10 mL de hexano,
respectivamente. A adicdo do solvente foi realizada aos poucos, de 2 em 2 mL para
gue o produto da reacdo se solubilizasse e o complexo enzima-suporte possa ser

purificado e reutilizado posteriormente.

3.2.5 Sintese do oleato de etila via esterificacdo catalisada pelos suportes a base de

residuo de milho (organocatélise)

Foram realizadas também, reacdes de esterificacdo do acido oleico utilizando
apenas 0s suportes obtidos com o objetivo de avaliar a capacidade de catalise dos
mesmos. Para isso, seguindo a proporcdo global apresentada anteriormente meios

reacionais contendo os suportes estdo descritos na Tabela 3
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TABELA 3 — COMPOSICAO DO MEIO REACIONAL PARA OS TESTES DE CATALISE DOS
SUPORTES

Quantidade Acido Etanol Peneira
Tratamentos Suportes (mg) Oleico anidro molecular
(mg) (uL) (mg)
Palha 300 °C - 400 °C 20 200 500 20
T1
(Controle)
T2 Palha 300 °C - 400 °C 20 200 500 20
(KOH)
Palha 400 °C - 500 °C 20 200 500 20
T3
(Controle)
T4 Palha 400 °C - 500 °C 20 200 500 20
(KOH)
Palha 500 °C - 600 °C 20 200 500 20
T5
(Controle)
T6 Palha 500 °C - 600 °C 20 200 500 20
(KOH)
Caule 300 °C - 400 °C 20 200 500 20
T7
(Controle)
T8 Caule 300 °C - 400 °C 20 200 500 20
(KOH)
Caule 400 °C - 500 °C 20 200 500 20
T9
(Controle)
T10 Caule 400 °C - 500 °C 20 200 500 20
(KOH)
T11 Caule 500 °C - 600 °C 20 200 500 20
(Controle)
T12 Caule 500 °C - 600 °C 20 200 500 20
(KOH)

Fonte: O autor (2022).

ApGs o preparo das reacgles, os tubos criogénicos foram submetidos aos

mesmos procedimentos realizados anteriormente para as enzimas suportadas.

3.2.5.1 Andlise qualitativa das reacdes

Para analise qualitativa do produto da reacao, utilizou-se a cromatografia em
camada delgada (TLC), uma técnica que utiliza uma camada fina como fase
estacionaria, geralmente formada por silica depositada sobre uma placa de aluminio
ou outro suporte inerte. O procedimento baseia-se na adicdo de pequenas gotas da
solucdo das amostras a serem analisadas em um ponto proximo a extremidade inferior
da placa.

A mesma é entdo condicionada em uma cuba de vidro contendo a fase movel
ou eluente, composta por uma mistura de solventes. Para o presente trabalho a

solugéo utilizada foi uma mistura de cicloexano:acetato de etila (95:5) V/V. Dessa
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maneira, a base da placa fica submersa, o solvente entdo interage com a fase
estacionaria por capilaridade e a compatibilidade entre a polaridade do eluente com a
amostra a ser analisada permite a revelagcdo dos compostos de interesse.

Por se tratar de substancias incolores, a revelacao da placa precisa ser feita
com a aplicacdo de um reativo que de cor as substancias. Nesse caso, a revelacao

foi realizada em uma camara de revelacédo contendo vapor de iodo.

3.2.5.2 Quantificacdo do rendimento das reacdes

O rendimento da reacéo foi avaliado pela capacidade da conversao de acido
oleico em oleato de etila. Para isso, apdés o término das reacfes de esterificacao,
foram realizadas as quantificagdes por meio do método de microtitulacéo.

O método de quantificacdo baseou-se na reacdo de neutralizacdo do acido
oleico. Da maneira que a partir do volume de NaOH 0,1 M gastos durante a titulagéo,
em uma relacdo de molaridade, é possivel determinar a quantidade de acido oleico
presente na amostra.

Dessa forma, subtraindo a quantidade de acido oleico obtido pela massa total
da amostra titulada, é possivel determinar também a quantidade de oleato de etila
presente na mesma. A partir desses valores, é possivel estimar o rendimento obtido
pela reacao.

Para o procedimento, adicionou-se 50 mg de cada produto obtido em frascos
de vidro (do tipo penicilina) separadamente, em seguida, adicionou-se também 3 mL
de etanol absoluto e 3 gotas de fenolftaleina. Colocou-se entdo o frasco em um
agitador magnético, e foi acrescentada uma barra magnética para auxiliar na agitacao,
com a solucdo homogeneizada adicionou-se gota a gota de hidroxido de sodio 0,1 M
na amostra até o indicador de alcalinidade indicar o ponto de viragem através da
alteracdo na coloracéo da amostra. Entdo observou-se a quantidade de NaOH gasto

que foi entdo relacionado com a reacdo de neutraliza¢éo do acido oleico.

3.2.6 Caracterizacao dos suportes

A caracterizacao dos suportes obtidos bem como a Lipase de Pseudomonas

fluorescens imobilizada, foi realizada através de Espectroscopia no infravermelho por



37

Transformada de Fourier no modo de Reflexdo Total Atenuada (ATR), um tipo de
espectroscopia que baseia-se na reflexdo de um feixe de radiacdo que atravessa de
um meio denso (cristal de ATR) para um meio menos denso (amostra).

A partir dela é possivel evidenciar a presenca de grupos funcionais presentes
na amostra, auxiliando na identificacdo do composto e investigar a composicao

guimica do mesmo.



38

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 TRATAMENTO TERMICO E QUIMICO

Devido a limitacao do tamanho dos cadinhos utilizados e pelo comportamento
das amostras quando submetidas a altas temperaturas, para a realizacdo da primeira
queima, foi necessario dividir uma quantidade maior de massa de amostra in natura
em cadinhos diferentes. Desse modo, ao chegar na segunda queima, as amostras
foram misturadas em apenas um cadinho por tratamento, sendo eles: ativado com

KOH e controle (sem adicdo de KOH). De acordo com a Tabela 4.

TABELA 4 — VARIACOES DE MASSAS OBTIDAS PARA O CONJUNTO DE TRATAMENTO TERMICO
300 — 400 °C.

Massa Massa pés primeira Massade KOH Massa pés segunda Produto

inicial (g) queima (g9) adicionada (g) queima (g9) final (g)
7,0041 1,7976 7,1904
& 7,0025 1,9907 7,9628 2,5034 2,4989
Eﬂ 7,0008 2,0871 0 2 2403 » 2309
7,0014 1,7358 0 ' '
4,0015 0,8443 3,3772
4,0023 0,9441 3,7764
4,0016 0,8958 3,5832 2,9018 4,3415
o 4,0006 0,8925 3,57
= 4,0017 0,826 3,304
3 4,0012 0,6675 0
4,0016 0,4578 0
4,0011 0,6493 0 1,2958 3,5739
4,0003 0,4344 0
4,0016 0,6633 0

Fonte: O autor (2022).

E possivel observar uma diferenca de massa inicial entre as amostras de
palha e as amostras de caule, isso ocorre por conta da diferenca entre as
caracteristicas fisico-quimicas de cada amostra. O caule possui um aspecto muito
mais esponjoso (baixa densidade) do que a palha, que por sua vez apresenta mais
fibras, devido a caracteristica natural dos dois compostos. Desse modo, as
guantidades iniciais foram tomadas como padrdo e serdo repetidas durante os
préximos tratamentos térmicos.

Visualmente, as amostras preencheram o0 cadinho de maneira muito
semelhante, apesar da diferenca entre as massas, conforme representado na Figura
14.
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FIGURA 14 — CADINHOS PREPARADOS PARA A PRIMEIRA ETAPA DO TRATAMENTO TERMICO.

\

A) Amostra de palha in natura B) Amostra de caule in natura
FONTE: O autor (2022).

Quanto a perda de massa, a mesma foi significativamente expressiva.
Quando comparado a massa inicial das amostras in natura com a massa produto final
de ambos 0s materiais houve uma média percentual de 82,5 % de perda de massas.
Isso esta diretamente relacionado com a oxidacdo das amostras pelo tratamento
térmico inadequado para o material, esse que por ser organico, quando submetido a
altas temperaturas em atmosfera contendo oxigénio, favorece a formagéo cinzas que
séo removidas durante os processos de lavagem. Nao houve diferenga significativa
de massas entre as amostras, tanto entre a palha e o caule, quanto para o0s
tratamentos com hidroxido de potassio, mantendo assim um comportamento uniforme
para o primeiro tratamento térmico.

Para o segundo conjunto de tratamento térmico, foram colocados uma menor
quantidade de cadinhos por conta de uma relacdo entre a massa inicial e final do
tratamento anterior que permitiu estimar uma quantidade de produto resultante para
0S préximos tratamentos.

Conforme apresentado na Tabela 5, as perdas de massa foram mais
significativas, sendo que para a palha houve um percentual de perda de
aproximadamente 93,3 %. Para os caules, foi ainda mais expressivo, ficando em 96,32

% aproximadamente.



40

TABELA 5 - VARIACOES DE MASSAS OBTIDAS PARA O CONJUNTO DE TRATAMENTO TERMICO

400 — 500 °C.
Massa Massa pos primeira  Massade KOH Massa p6s segunda Produto
inicial (g) gueima (g) adicionada (g) gueima (g) final (g)
. 7,0007 1,1565 4,626 0,5016 0,4193
<
©
o 7,0003 1,206 0 0,511 0,5131
4,0001 0,3665
4,0004 0,4374 8,092
o 4,0011 0,7229 ' 0,4918 0,4623
=S 4,0006 0,4962
S 4,0000 0,5667
4,0001 0,7124 0
4,0011 0,5328 0,7379 0,7145
4,0005 0,4889

Fonte: O autor (2022).

Evidenciou-se que o maior percentual de perda pode estar diretamente

relacionado ao aumento da temperatura do tratamento e consequentemente, 0

aumento da oxidacao do material. Conforme apresentado na Figura 14, os materiais

apresentaram uma consideravel formacédo de cinzas, indesejavel para 0 processo

porque favorece a diminuicdo de massa durante as lavagens.

FIGURA 15 — AMOSTRAS APOS A SEGUNDA QUEIMA DO CONJUNTO DE TRATAMENTOS (400
— 500 °C).

A) Amostra de palha apds a segunda queima B) Amostra de caule apds a segunda queima
FONTE: O autor (2022).

Entende-se que devido ao aumento das temperaturas para o terceiro conjunto

de tratamento térmico, foram utilizados uma maior quantidade de material com o
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objetivo de obter-se uma quantidade consideravel para as analises do produto. As

quantidades utilizadas podem ser visualizadas na tabela a seguir.

TABELA 6 — VARIAGCOES DE MASSAS OBTIDAS PARA O CONJUNTO DE TRATAMENTO
TERMICO 500 - 600 °C.

Massa Massa pés primeira Massade KOH Massa pés segunda Produto

inicial (g) gueima (9) adicionada (g) gueima () final (9)
7,0008 0,9659
7,0003 0,9992
7.0005 1,0378 16,1272 1,0326 0,9050
o 7,0000 1,0289
fs 7,0008 1,0212
7,0001 0,9603
0 1,3912 1,3379
7,0005 1,1324
7,0008 1,1579
4,0007 0,2593
4,0007 0,2872
4,0000 0,2642 4,316 0,1677 0,1417
o 4,0008 0,2683
= 4,0002 0,2096
S 4,0001 0,4264
4,0003 0,3717
4,0003 0,3303 0 0,1821 0,2028
4,0007 0,2593
4,0007 0,2872

Fonte: O autor (2022).

Identificou-se que a oxidacdo dos materiais submetidos ao conjunto de
tratamento 500 — 600 °C foi a mais expressiva, ocasionada pelo aumento de
temperatura do tratamento, elevando o percentual de perda a aproximadamente 98,7
%. A amostra submetida a esse tratamento foi quase que em totalidade, convertida
em cinzas.

A perda de material decorrente ao aumento da temperatura nos tratamentos
térmicos pode ser explicada pelas zonas de temperaturas propostas relacionadas com

a decomposicéo do material, que podem ser visualizadas na Tabela 7.

TABELA 7 — DEVOLATIZACAO DA BIOMASSA EM FUNCAO DA TEMPERATURA

Zonas Faixa de temperatura Caracteristica da decomposicéo
Zona | <100°C Perda da umidade do material

Zona ll 100 °C a 250 °C Decomposicdo dos extrativos

Zona lll 250 °C a 350°C Predomina a decomposi¢édo da hemicelulose
Zona IV 350 °C a 500 °C Decomposicdo da celulose e parte da lignina
Zona V > 500°C Decomposico do restante da lignina

Fonte: Santos (2011).
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4.2 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Quantificou-se as proteinas que aderiram ao suporte a partir da construcéo de
uma curva analitica que relaciona as absorbancias de determinadas concentracdes
proteicas. Para o presente trabalho, as absorbancias medidas para a solucdo de
Lipase de P. fluorescens estdo descritas na tabela abaixo, bem como a curva analitica

representada pela Tabela 8.

TABELA 8 — ABSORBANCIAS DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE P. FLUORESCENS EM
TAMPAO FOSFATO.

Concentracdo (mg/mL) Absorbéncia
4 0,09
3 0,075
2 0,047
1,2 0,031
0,8 0,017
0,4 0,003

Fonte: O autor (2022).

GRAFICO 1 - CURVA ANALITICA PARA DETERMINACAO ENZIMATICA.
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Plot D |
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FONTE: O autor (2022).

A patrtir dos resultados obtidos, delineou-se a afinidade da lipase oriunda de

P. fluorescens pelos suportes sintetizados. A quantificacdo dos sobrenadantes pode
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ser melhor representada na figura abaixo, que traz a concentracdo de enzimas em
mg/mL presente no sobrenadante das reacfes de imobilizacao.

Evidenciou-se, a partir do Gréfico 2, que a enzima possui uma grande
afinidade pela maioria dos suportes sintetizados. A concentragdo enzimética ficou
abaixo de 2 mg/mL em 9 dos 14 suportes testados, com destaque para o suporte de
Palha (400 — 500 °C) ativado com hidroxido de potassio, pela menor concentracéo de
enzimas livres (1,05 mg/mL) no sobrenadante e consequentemente uma maior
guantidade de enzima que se ligou ao suporte.

O teor de proteina encontrado foi consideravelmente menor do que o
encontrado por Taniguchi (2017) que foi de 1,58 mg/mL, que avaliou a imobilizacdo
da invertase oriunda da levedura Saccharomyces cerevisiae, imobilizada em p6 de
sabugo de milho ativado com glutaraldeido.

Além disso, COSTA et al. (2014), obteve um rendimento de imobilizacdo da
lipase de Burkholderia cepacia em p6 de sabugo de milho de 62%. Um rendimento
inferior ao obtido no presente estudo, de 73,75%.

O teor de proteina encontrado, neste estudo, foi ligeiramente maior que o
encontrado por Caravante (45), que foi de 1,5 mg/mL. A autora supracitada utilizou o
mesmo método de extracdo das enzimas, isto é, por meio de maceracdo manual

intensa com adicéo de éter etilico.

GRAFICO 2 - CARACTERIZACAO DOS SOBRENADANTES DA IMOBILIZACAO DE P.
FLUORESCENS EM TODOS OS SUPORTES.

3.0 \ [lipase] sobrenadante\
—E
£ 2
€ 28 +
i) Legenda:
3 1) Palha 300 - 400 KOH
) 20 % 2) Palha 300 - 400 Controle
=45 % 3) Palha 400 - 500 KOH
5] = % 4) Palha 400 - 500 Controle
3 5) Palha 500 - 600 KOH
c 15 = 6) Palha 500 - 600 Controle
o = —F
o % —F— 7) Caule 300 - 400 KOH
g 8) Caule 300 - 400 Controle
@ 9) Caule 400 - 500 KOH
< L0 10) Caule 400 - 500 Controle
7] 11) Caule 500 - 600 KOH
o 12) Caule 500 - 600 Controle
=.05 13) Palha in natura
! 14) Caule in natura
0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Suportes
FONTE: O autor (2022).
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Em contrapartida, a imobilizacdo utilizando Caule in natura obteve o pior
resultado dentre os suportes, com uma concentracdo de 2,86 mg/mL, seguido do
suporte de Caule (500 — 600 °C) ativado com hidréxido de potassio e Caule (300 —
400 °C) controle.

A tentativa de quantificar a afinidade das demais enzimas foi realizada, porém,
ao comparar os valores de absorbancias obtidos, os valores extrapolavam o maximo
da curva analitica, a qual foi preparada a partir da concentracéo inicial utilizada para
a imobilizacao.

Fato que pode estar atrelado as caracteristicas da lipase de P. fluorescens, a
qual pode ter particularidades quanto a absorbancias no espectro. Como também
pode estar relacionado com as lipases de modo geral. Sendo assim, apenas as
reacoes envolvendo a imobilizac&o da lipase de P. fluorescens foi quantificada.

4.3 RENDIMENTO DA REACAO DE ESTERIFICACAO

Utilizou-se como método de quantificacao das reacdes a titulagédo acido-base,
dessa maneira a partir do volume de NaOH gasto para titular € equivalente a
guantidade de acido oleico presente na amostra e a partir disso, é possivel determinar
o rendimento da reacao.

Primeiramente, com o objetivo de determinar o volume de NaOH 0,1 M gastos
para a titulacdo de interesse com maior precisao, realizou-se a titulacdo do etanol
absoluto em triplicata. A média dos valores obtidos foi subtraida das demais titulacdes
dos produtos. Os volumes gastos para a titulacgdo do mesmo estdo dispostos na
Tabela 9.

TABELA 9 - TITULAGCAO DO ETANOL ABSOLUTO.

Suporte Volume de NaOH (mL)
Etanol absoluto — Solugéo 1 0,02
Etanol absoluto — Solugéo 2 0,03
Etanol absoluto — Solugéo 3 0,02
Média 0,02

Fonte: O autor (2022).

Posteriormente, foi testado a capacidade catalitica dos suportes sintetizados,
sem adicao de enzimas, e os resultados obtidos para os rendimentos estéo descritos

na tabela que segue.
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TABELA 10 — RENDIMENTO DA REACAO DE ESTERIFICAGAO DO ACIDO OLEICO CATALISADA
PELOS SUPORTES.

Suporte Rendimento (%)
Palha 300 — 400 °C KOH 27,61
Palha 300 — 400 °C Controle 29,29
Palha 400 — 500 °C KOH 23,15
Palha 400 — 500 °C Controle 20,85
Palha 500 — 600 °C KOH 26,06
Palha 500 — 600 °C Controle 21,54
Caule 300 — 400 °C KOH 28,25
Caule 300 — 400 °C Controle 26,66
Caule 400 - 500 °C KOH 33,56
Caule 400 — 500 °C Controle 13,73
Caule 500 — 600 °C KOH 42,81
Caule 500 — 600 °C Controle 41,00

Fonte: O autor (2022).

De acordo com os rendimentos obtidos, observa-se que os suportes de Caule
500 — 600 °C tanto o ativado quanto o controle, resultaram em melhores rendimentos
reacionais, sendo 42,8 e 41 % respectivamente. Seguidos do suporte também de
caule, porém, com o conjunto de tratamento térmico 400 — 500 °C ativado, com um
rendimento de 33,56 %. Os demais suportes apresentaram rendimentos parecidos
entre eles, sem mais destaques.

A titulacdo das reacdes catalisadas pelas enzimas seguira 0 mesmo padrao
realizado anteriormente. Todas as enzimas citadas, foram imobilizadas no suporte de
Palha (300 — 400 °C) ativado com hidréxido de potassio. A escolha pelo suporte foi
feita por conta de ser o suporte com maior quantidade de massa resultante dos
tratamentos térmicos.

Os rendimentos das reacdes catalisadas estdo representados na Tabela 11.

TABELA 11 — RENDIMENTO DA REACAO DE ESTERIFICACAO DO ACIDO OLEICO CATALISADA
POR LIPASES.

Suporte Rendimento (%)
Lipase de P. fluorescens 41,15
Lipase de C. antarctica Tipo B (CALB) 18,82
Lipase de C. cylindracea 18,12
Lipase PS de B. cepacia 16,97
Lipase Pancreatica Suina Tipo Il 13,14
Lipase de R. niveus 12,58
Lipase de T. lanuginosus 9,99
Lipase de C. rugosa 9,60

Fonte: O autor (2022).
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A patrtir dos resultados obtidos, evidenciou-se a maior afinidade da Lipase de
P. fluorescens pelo suporte diante as demais enzimas. A diferenca entre as catalises
realizadas é apresentada também na caracterizacdo qualitativa cromatogréfica,

representada pela Figura 16.

FIGURA 16 — CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA DA CATALISE DO ACIDO OLEICO.

B

A) Acido oleico; P. fluorescens; P. fluorescens; P. fluorescens; C. cylindracea; R. niveus B) Acido
oleico; C. rugosa; Lipase Pancreética Suina; B. cepacia; T. lanuginosus; C. antarctica tipo B
FONTE: O autor (2022)

Na Figura 16, para ambas as cromatografias apresentadas, pode-se observar
um primeiro sinal (spot) do reagente utilizado, o acido oleico, seguido dos produtos
reacionais para as catalises enzimaticas. Sendo que, todos os pontos apresentam o
sinal do &cido oleico e nos spots reacionais, h4 um segundo sinal acima do primeiro,
que representa o produto da reacao, o oleato de etila.

Conforme apresentado, a Lipase de P. fluorescens apresentou-se muito mais
marcante que as demais, indicando uma maior formacdo de produto a qual foi
fundamentada pela quantificagdo do rendimento. As demais enzimas classificaram-se
com resultados de rendimento muito baixos, porém algumas consideracfes devem
ser feitas.

A primeira consideracdo a ser realizada é quanto ao suporte utilizado, dentro
do periodo da pesquisa apenas um suporte foi testado com todas as enzimas,
impossibilitando o estudo da afinidade pelos demais suportes sintetizados. Além
disso, a CALB foi utilizada de forma liquida e pesada na mesma quantidade que as
enzimas solidas, por conta disso, existe a possibilidade de a relagdo massa-volume
nao ser 1:1, dificultando um resultado preciso sobre a mesma.
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Os fatores gerais como temperatura, agitacao e pH podem também influenciar
0 comportamento enzimatico e prejudicar o rendimento reacional das enzimas.

A partir dos resultados positivos obtidos para a lipase oriunda de P.
fluorescens, demais estudos foram realizados, dentre eles o reuso da enzima
imobilizada, para isso, foram realizadas trés reac6es em sequéncia, onde o complexo
enzima-suporte era recuperado de uma reacédo e colocado novamente para catalisar
uma nova reagao.

Conforme evidenciado no grafico seguinte, o rendimento da enzima se
manteve durante os trés ciclos realizados, surgindo entdo como possibilidade de
estudar um maior numero de reusos da enzima imobilizada. Esse resultado, é
importante pois caracteriza a principal vantagem de utilizar uma enzima suportada que
€ a capacidade do reuso. Diante disso, pode-se afirmar que a enzima esta imobilizada

no suporte, que por sua vez € efetivo para a fungéo proposta.

GRAFICO 3 — RENDIMENTO DAS REUTILIZACOES DE P. FLUORESCENS EM SUPORTE PALHA
300 — 400 °C KOH.
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FONTE: O autor (2022).

De maneira qualitativa, foi realizada uma analise cromatografica em camada
fina das trés reacgdes de reuso e evidenciou-se também uma similaridade entre os trés
resultados, contribuindo para os resultados obtidos para a quantificacdo do

rendimento reacional. A cromatografia esta representada pela Figura 16.
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Além do reuso, foi testado a efetividade de todos os suportes na imobilizacao
enzimatica da Lipase de P. fluorescens. O rendimento das reacfes esta representado
na Tabela 11. A partir dos resultados obtidos para a quantificagdo do rendimento
reacional foi possivel relacionar com os resultados obtidos para a quantificacdo do
sobrenadante. Sendo que os suportes que a enzima apresentou maior afinidade séo
0S que apresentaram maiores rendimentos de esterificacdo, estando coerentes entre
si. E possivel verificar também na Figura 17-C, que ndo houve catélise para 0s
suportes de caule submetidos ao tratamento térmico de 500 — 600 °C, pela ndo
formacdo do sinal para oleato de etila, conforme visualizado nas outras reacdes.

Por serem compostos do mesmo material e tratados de maneira muito
semelhante, uma inibicdo da enzima pelo substrato pode justificar a ndo catalise do
acido oleico.

FIGURA 17 — RENDIMENTO DAS REAGCOES CATALISADAS POR P. FLUORESCENS

A) Reutilizacdes de Lipase de P. fluorescens. em suporte Palha 300 — 400 °C KOH;
B e C) Reacdbes de esterificacdo em todos os suportes catalisadas por Lipase de P. fluorescens.
FONTE: O autor (2022).
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TABELA 12— RENDIMENTO DA REAGAO DE ESTERIFICAGAO DO ACIDO OLEICO CATALISADA
POR P. FLUORESCENS EM TODOS OS SUPORTES.

Suporte Rendimento (%)
Palha 300 — 400 °C KOH 41,15
Palha 300 — 400 °C Controle 80,51
Palha 400 — 500 °C KOH 71,23
Palha 400 — 500 °C Controle 68,56
Palha 500 — 600 °C KOH 19,17
Palha 500 — 600 °C Controle 46,51
Caule 300 - 400 °C KOH 48,97
Caule 300 — 400 °C Controle 73,91
Caule 400 - 500 °C KOH 32,04
Caule 400 — 500 °C Controle 70,48

Caule 500 — 600 °C KOH -
Caule 500 — 600 °C Controle -

Fonte: O autor (2022).

4.4 CARACTERIZACAO DOS SUPORTES

A Figura 17 mostra espectros no Infravermelho com transformada de Fourier
no modo de reflexdo total atenuada (ATR), referentes a palha e o caule, ambos in

natura, utilizados para os preparos dos demais suportes.

FIGURA 18 - ESPECTRO DE ATR PARA A PALHA E CAULE IN NATURA.

—— Palha in natura
—— Caule in natura

o o o LA o o o L L LI B L LA o o o SRR a A
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber (cm-1)

FONTE: O autor (2022).
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Na Tabela 12, estdo apresentadas as principais bandas presentes no espectro

referente aos materiais analisados, com suas respectivas atribuicdes.

TABELA 13 - PRINCIPAIS BANDAS APRESENTADAS NO ESPECTRO PARA PALHA E CAULA IN
NATURA.

Amostra Bandas (cm™) Atribuicbes
Estiramento O-H, indicando presenca
3345 . .
de hidroxila na amostra
2850-2920 Bandas de esuramgr_no -cho-
(compostos alifaticos)
1731 Banda de baixa intensidade de C=0
Palha e Caule (grupamentos carbonilas)
1634 Estiramento do grupo C=C
1240 Deformacdo axial assimétrica -C-O-C
1036 Deformacéo axial simétrica -C-O-C-
Deformacé&o angular fora do plano de
895 e 2 T
anéis aromético substituidos
Caule 1514 Presenca -C=C- de anel aromatico
1327 Presenca de ésteres C-OH

Fonte: O autor (2022)
Foram analisados também 0s espectros para os tratamentos realizados tanto

para a palha, quanto para o caule que serdo apresentados separadamente nas
Figuras 19 e 20.

FIGURA 19 — ESPECTRO DE ATR PARA OS TRATAMENTOS TERMICOS DA PALHA.

—— Palha / 300-400 / Controle
—— Palha / 300-400 / KOH
—— Palha / 400-500 / Controle
Palha / 400-500 / KOH
—— Palha / 500-600 / Controle
Palha / 500-600 / KOH

LI e o L i L I B LA B B LN R s o e e S R A
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber (cm-1)

FONTE: O autor (2022).
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TABELA 14- PRINCIPAIS BANDAS APRESENTADAS NO ESPECTRO PARA PARA OS
TRATAMENTOS TERMICOS DA PALHA.

Amostra Bandas (cm™) Atribuicdes
Ambos 1576 Indica a presenca de alcenos -C=C-
1400 Estiramento de C-N
Ativacio com KOH 980 Caracteristica de dcibramento de
alceno (C=0C).
N30 ativados 1040 Deformacéo axial assmgtr_lca de -C-O-
C- (grupo epoxi)

Fonte: O autor (2022)

E possivel verificar que todos os suportes nédo ativados controles apresentam
banda em torno de 1040 cm, que indica a deformacdo axial assimétrica de
grupamentos epoOxi, em contrapartida, os suportes ativados essa banda desaparece,
fator que pode estar ligado devido a abertura do anel epdxi pela acdo da base

utilizada.

FIGURA 20 — ESPECTRO DE ATR PARA OS TRATAMENTOS TERMICOS DO CAULE.

W»mﬁﬂ«ww B mv\f

—— Caule / 300-400 / Controle
—— Caule / 300-400 / KOH
—— Caule / 400-500 / Controle
Caule / 400-500 / KOH
—— Caule / 500-600 / Controle
Caule / 500-600 / KOH

4

LU B o UL I TR B o LML B B R AL B o L e LA B e AR
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumber (cm-1)

FONTE: O autor (2022).
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TABELA 15 - PRINCIPAIS BANDAS APRESENTADAS NO ESPECTRO PARA OS TRATAMENTOS
TERMICOS DA PALHA.

Amostra Bandas (cm™) Atribuicdes

Estiramento O-H, indicando presenca

3345 . .
de hidroxila na amostra
1576 Indica a presenca de alcenos -C=C-
Ambos 1400 Estiramento de C-N
1036 Deformacéo axial simétrica -C-O-C-
895 Deformacéo angular fora do plano de
anéis aromatico substituidos

Fonte: O autor (2022)

Com o objetivo de analisar a influéncia na estrutura tanto da enzima quanto
do suporte apdés o processo de imobilizagdo, bem como do comportamento do
complexo apds a reacdo, foram realizadas analises de infravermelho da enzima
suportada logo apés a imobilizacdo e apds a recuperacao da reacao de esterificacao.
Nao foram evidenciadas diferencas estruturais consideraveis, a nivel do espectro
infravermelho.

Dessa maneira, evidenciou-se que as amostras dos suportes com a enzima
imobilizada se comportaram de maneira muito semelhante aos suportes sozinhos,
sem alteracdes nos compostos quimicos existentes, conforme apresentado nas
Figuras 20 e 21.

Observou-se, de maneira geral, que o hidroxido de potéassio, utilizado para
ativacado do suporte, esta favorecendo a formacao de ligagdes duplas, possivelmente
devido a reacdes de eliminagcéo. Tal fato foi percebido por conta dos espectros dos
suportes ndo imobilizados apresentarem bandas de éteres (epdxidos -C-O-C-).
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FIGURA 21 — ESPECTRO DE ATR PARA AS IMOBILIZAGOES DA LIPASE DE P. FLUORESCENS
EM PALHA.

Palha + P. fluorescens / 300-400 / Controle
Palha + P. fluorescens / 300-400 / KOH
Palha + P. fluorescens / 400-500 / Controle
Palha + P. fluorescens / 400-500 / KOH
Palha + P. fluorescens / 500-600 / Controle
Palha + P. fluorescens / 500-600 / KOH
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Palha + P. fluorescens / 300-400 / Controle
— Palha + P. fluorescens / 300-400 / KOH
— Palha + P. fluorescens / 400-500 / Controle
— Palha + P. fluorescens / 400-500 / KOH
Palha + P. fluorescens / 500-600 / Controle
— Palha + P. fluorescens / 500-600 / KOH
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Wavenumber (cm-1)

Superior: Enzima + Suporte antes da reacao. Inferior: Enzima + Suporte pds reagéo
FONTE: O autor (2022)

Conforme pode ser observado nas figuras apresentadas acima, o complexo
enzima-suporte ndo sofreu alteracdes significativas a nivel do espectro infravermelho
ocorridas durante a reagéo de catalise. Os resultados para o espectro realizado antes
da reacao (superior) e apoés a reacao (inferior) foram idénticos aos resultados para o
suporte ndo imobilizado, ndo apresentando bandas diferentes entre 0s mesmos.

Portanto, pode-se concluir que a nivel do espectro infravermelho, a enzima néo
apresentou alteragdes no suporte utilizado, bem como a reacdo de esterificacdo néao
influenciou na estrutura do complexo enzima-sustrato. Resultado muito importante

guando levado em consideracéo o potencial de reutilizacdo enzimética.
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FIGURA 22 — ESPECTRO DE ATR PARA AS IMOBILIZAGOES DA LIPASE DE P. FLUORESCENS
EM CAULE.

— Caule + P. fluorescens / 300-400 / Controle
— Caule + P. fluorescens / 300-400 / KOH
~ Caule + P. fluorescens / 400-500 / Controle
" Caule + P. fluorescens / 400-500 / KOH
__ Caule + P. fluorescens / 500-600 / Controle
Caule + P. fluorescens / 500-600 / KOH
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FONTE: O autor (2022)

Assim como observado para os suportes a base de palha, a estrutura das
enzimas suportadas no suporte a base de caule também néo sofreu alteracdes

durante a catalise do acido oleico.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Compreende-se que o desenvolvimento dessa pesquisa trouxe informacdes
relevantes sobre as possibilidades de imobilizagdo de enzimas. Considerando que o
uso das mesmas em grande escala depende da eficiéncia de sua imobilizacdo, a
utilizacao de suportes adequados € essencial para um processo bem desenvolvido.

A partir dos resultados obtidos, pode-se considerar que os residuos gerados
pelos cultivares de milho (Zea mays L) apresentam um grande potencial como suporte
enzimatico, em especial para a Lipase de Pseudomonas fluorescens, a qual
apresentou resultados interessantes de afinidade pelo suporte, que
consequentemente, resultou em bons rendimentos cataliticos.

Dentre as 14 possibilidades de suportes sintetizados, 9 apresentaram-se como
potenciais imobilizadores enzimaticos, aprisionando mais da metade das enzimas.
Levando em consideracdo que foi realizado apenas uma condicédo de imobilizacéo,
conclui-se que pode haver muitos resultados positivos a serem estudados,
comecando pelo aumento da relagdo m/m de suporte-enzima.

Além disso, verificou-se que o maior rendimento obtido para a reacao de
catdlise foi obtido com o suporte de palha (300 — 400 °C) sem ativacédo. Suporte que,
dentre os suportes sintetizados, € o mais simples de ser preparado pois envolve um
menor tempo de queima na mufla e ndo h& tratamento quimico, mantendo sua
estrutura muito proxima a estrutura natural da planta. Percebe-se também que o
principal objetivo de utilizar a técnica de imobilizacdo, que é a capacidade de
recuperacao e reuso da enzima, foi alcancado.

Conclui-se entdo que o objetivo do trabalho foi alcangado. A partir da
metodologia utilizada foi possivel propor uma solucéo para duas problematicas: uma
problematica ambiental, sobre a geracdo de residuos e a outra sobre a inviabilidade
de utilizar enzimas livres a nivel industrial. Desse modo, foi possivel agregar valor ao
residuo de milho, tornando-o um material em potencial para uso industrial e propor

uma alternativa para utilizacéo de lipases.
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